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甲醛致大鼠肝细胞DNA一蛋白质交联的研究

付聪 王昆 肖 琳 王红蕾 王江伟 吴 曲 蔡文君 杨 旭

摘要 目的探讨甲醛致生物机体DNA一蛋白质交联(DNA—Protein crosslinks，DPC)作用。方法研究以Wistar大鼠肝

组织为实验材料进行体内和体外实验，采用KCl一SDS沉淀法来检测甲醛染毒后大鼠肝细胞DNA一蛋白质交联的含量。结果

低浓度的气态甲醛(0．5 mg／m3)不能引起DNA一蛋白质的交联，较高浓度的甲醛(1．0mg／m3，3．0mg／m3)可以诱导明显的DNA一

蛋白质交联作用(P<0．01)；体外实验结果显示：经低浓度甲醛(12．5ttmol／L)处理1h后，大鼠肝细胞内的DPC系数稍有变化，但

与空白对照组相比无显著差异，而随着甲醛浓度上升，细胞中的DPC含量出现了显著性上升。结论 体内和体外实验表明：低

浓度的甲醛不能引起DNA一蛋白质的交联，而较高浓度的甲醛可以引起明显的DNA一蛋白质的交联作用。

关键词甲醛KCI—SDS沉淀法DNA一蛋白质交联

Study On DNA—protein Crosslinks Induced by Formaldehyde in the Liver of Mice． Fu cD增，Wang Kun，Xiao Lin，Wang Honglei，

Wang Jiangwei，Wu@，Cai Wenjun，拖增Xu．College of Life．Sciences，Central China Normal University，Wuhan 430079，China

Abstract Objective To explore the(DNA—protein crosslinks，DPC)damages of rats induced by formaldehyde．Methods The

liver cells of rats were used as experimental materials in vivo and in vitro respectively，and KCl一SDS assay was applied to determine the

amount of DPC．Results The results in vivo showed that gaseous formaldehyde could cause DPC at hi}gh concentrations(1．Omg／m’，

3．Omg／m3，P<0．01)，but not happened the case at low concentrations(0．5mg／m3)．Meanwhile，the results in vitro showed that liquid

formaldehyde at low concentration(12．5ttmoL／L)resulted in an insignificant increase in DPC content compared with control groups．But

as formaldehyde concentration ascends，DPC could be formed significantly．Conclusion These results suggested that formaldehyde can

induce DPC at relatively high concentration but not at low．
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甲醛已成为我国主要的室内空气污染物之一。

2004年世界卫生组织下属机构一国际癌症研究中心

(IARC)领导的工作小组评估了甲醛致癌效应的相关

研究报告后，将甲醛确定为1A类物质(人类致癌

物)¨一。许多研究也证实，甲醛具有遗传毒性和致突

变性，可以导致DNA链断裂(DNA strand breakage)、

DNA—DNA交联(DNA—DNAcrosslinks，DDC)以及

DNA一蛋白质交联(DNA—protein crosslinks，DPC)，

其中DPC在致癌和致突变中具有至关重要的地位。

因此，WHO指出DPC可以作为机体潜在突变的分子

标志物旧1。由于DPC是癌变的重要诱因之一，甲醛与

DPC的量效关系已被用于甲醛致癌性的危险度评价。

关于甲醛所引起的DPC效应，国内外已经做了

相关的研究。Kuykendall等"。进行了甲醛暴露大鼠

鼻腔嗅细胞和呼吸道上皮细胞的实验，得出甲醛浓度
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在100tLmoL／L及以上时2种细胞中DPC的含量都出

现显著增加。Ridpath等H1经研究发现在BRCA／

FANC信号通路上有缺陷的鸡DT40细胞对外界环境

中的甲醛极其敏感，经甲醛处理后的细胞其DPC系

数显著上升。Shaham等”1经研究认为甲醛所致的

DPC可在体内积累，并随暴露年限的增加而增加。

为了进一步探索甲醛所引起的DPC效应，本研究运

用SDS—KCI沉淀法从体内实验和体外实验两个方

面来检测DPC的形成，以期更全面更系统地了解甲

醛的遗传毒性和致癌性，为制定安全的环境和职业浓

度标准提供更科学的依据。

材料与方法

1．实验材料：湖北省预防医学院实验动物中心所提供的

Wistar大鼠，体重1409左右。

2．仪器与主要试剂：(1)试剂：4％的甲醛溶液(SIGMA公

司)，十二烷基硫酸钠(Merk公司)，蛋白酶K(Merk公司)，

RPMI 1640培养基(Gibeo)，Hoeehst33258荧光染料(SIGMA

公司)，0．4％台盼蓝溶液，其他试剂如KCl、NaH：PO．、

Na：HPO。、EDTA均为国产分析纯。(2)仪器：416022型甲醛

测定仪(美国INTERSCAN公司)，三用电热恒温水箱(北京市
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长源实验仪器厂)，涡旋器，低温冷冻离心机(Eppendof一

5415R)，F一4500型荧光分光光度计(日本日立)，WH22型小

型智能环境气候舱(武汉市宇信科技开发有限公司)，用于染

毒的甲醛气体采用仿真方案制备，即采用SIGMA公司生产的

10％甲醛溶液原液，配制成不同浓度的甲醛溶液，置于WH22

小型智能型环境气候舱通气湿度发生装置中，通过环境气候

舱设定的恒定湿度参数，使之能稳定连续地输出实验所需浓

度的气态甲醛。舱输出甲醛染毒气体的环境参数为：舱温度

(23±0．5)℃，相对湿度(45±0．5)％，气流量为(1100±

0101)L／rain。气体的甲醛浓度由416022型甲醛测定仪测定，

灵敏度为0．012mg／In3，准确度为±0．024mg／m，数字显示读

数。

3．染毒方案：(1)气态染毒：实验采用动态吸入式染毒，将

24只Wistar雄性大鼠随机分为4组：对照组和3个甲醛染毒

组，每组6只大鼠。染毒组在玻璃染毒缸(由8．4 L通气式干

燥器改制而成)中连续动态染毒72h，进气口甲醛浓度分别设

定为0．5mS／m’(23。C)、1．Omg／m3(23℃)和3．0mg／m3

(23℃)；对照组也在同样的染毒缸中吸入经过滤的新鲜空气

(甲醛浓度<0．01nls／n13)。染毒期间，动物定时进食和饮水，

每天2次，实验动物在染毒结束后立即脱颈处死，制备密度为

103—10。个／ml的肝细胞悬液，进行DPC检测。(2)液态染

毒：颈椎脱臼处死大鼠，迅速取出肝脏，制备密度为105—106

个／ml的肝细胞悬液，细胞吹打均匀后，向每个1．5ml的离心

管中各加入9901xl悬浮细胞，然后加入101xl液态甲醛使得其

终浓度分别为0，12．5，25，50，100，150，200，250pmol／L，

对照组加入RPMI 1640培养基(pH=7．5)，在37℃的水浴中

孵浴60raino

4．DPC的检测：DPC采用KCI—SDS沉淀法检测"1。首

先加入SDS，其可以和DPC以及其他的蛋白结合，而不和自由

的DNA结合；再向样品中加入KCI溶液时可使DPC和蛋白质

沉淀下来，而自由的DNA留在上清液中。将上清液转移后，

再向沉淀中加入蛋白酶K除去蛋白质，使DPC中的DNA游

离出来，并用荧光法测定此DNA的含量A以及原液中DNA

的含量B，计算DPC系数，，，以此值表示DNA和蛋白质的交

联程度，具体计算公式如下：田=A／(A+B)×100％。在肝

细胞悬液中分别加入0．5ml 2％的SDS溶液并轻微振荡，然后

在65。C水浴中加热10min，从水浴中取出裂解好的细胞，加入

100txl溶于20mmol／L，Tris—HCI的1．0mol／L KCI(pH=

7．5)，将混合液6次穿过1m1的聚丙烯枪头，从而使DNA长

度统一。然后待混合液在冰上冷冻5rain，形成SDS—K+沉淀

后，再在10000r／min、4。C下离心5rain收集沉淀，将上清液转

入另一离心管(5m1)中。沉淀中加入1ml的清洗缓冲液以重

悬浮，65℃水浴加热10min，冰上骤冷5rain，重复离心和清洗

步骤3次，每次都将上清转入5ml离心管中。最终的沉淀重

悬浮于0．5ml的清洗缓冲液中，然后加入0．5ml的蛋白酶K

(0．4mS／ml，溶于清洗缓冲液中配制)，50。C水浴消化3h，再在

冰上骤冷5rain，然后12000r／min、46C下离心10rain，收集上清

·30·

液即为DPC中的DNA。DPC的定量：先制作DNA浓度的标

准曲线。用清洗缓冲液配制终浓度分别为0、100、300、500、

750、1000、1500、2000、3000、5000nIg／ml的小牛胸腺DNA标准

液，紧接着加入lml新鲜配制的400ng／ml荧光染料Ho—

echst33258，使荧光染料的终浓度为200n-S／ml，置于暗处

30min，用F一4500型荧光分光光度仪在350nm激发光和

450nm发射光下测得各浓度的荧光值，制备标准曲线，如图l

所示，回归方程为：Y=2．4423+0．0028x，R2=0．9974。将染色

后的样品用F一4500型荧光分光光度计测定其荧光值，根据

标准曲线来定量交联DNA和自由DNA，再计算DPC系数钉。
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Pr,、A／(ng·m1)

图1 DNA浓度的标准曲线

5．实验数据的统计学分析：实验测得的各项数据用Ori．

gin6．1统计软件分析并进行t检验和绘图。

结 果

1．气态甲醛致大鼠肝细胞DPC效应：用KCl一

SDS沉淀法检测各浓度气态甲醛诱导生成DPC的实

验结果见图2。实验结果显示，经0．5mg／In3气态甲

醛染毒处理后，小鼠肝细胞的DPC系数与对照组相

比没有发生显著的变化；但是，当甲醛浓度升高到

1．0mg／m’和3．0mg／m3时，DPC系数显著上升，且与

对照组相比有显著差异(P<0．01)。该结果说明气

态甲醛在低浓度时，不会引起DNA一蛋白质交联，在

较高浓度时，甲醛能够显著地诱导DPC的生成，且甲

醛浓度与DPC含量具有明显的量效关系。

2．液态甲醛致大鼠肝细胞DPC效应：用液态甲

醛染毒大鼠肝细胞致DPC检测结果如图3所示。在

经12．5[rmol／L甲醛处理后，细胞内的DPC系数虽然

稍有变化，但是与空白对照组相比无显著差异。而当

甲醛浓度上升至25mol／L及以上时，染毒后细胞中的

DPC系数出现了显著上升。和气态甲醛致小鼠肝细

胞DPC的结果相比较具有相同的趋势，甲醛在较低

浓度时不能诱导DPC的形成或者不能显著诱导DPC

的形成，在较高浓度时能够显著诱导DPC的形成，且
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具有明显的量-效关系。
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图2不同浓度甲醛致大鼠肝细胞DPC效应

(··P<0．01)

图3不同浓度液态甲醛致Wistar

大鼠肝细胞DPC效应

(·P<0．05，··P<0．Ol，与对照组比较)

讨 论

早在1976年Wilkins和Macleod就报道了甲醛

可导致大肠杆菌发生DNA一蛋白质交联旧1。近年来

关于甲醛致DPC的研究屡有报道，我国的研究也比

较多。刘英帅等¨一以人血淋巴为研究材料，证实了

在高浓度甲醛染毒时，可显著诱导蛋白质交联。吴凯

等¨o也发现，较高浓度的甲醛可导致小鼠肺明显的

DPC交联。在正常细胞中存在一定量的DPC，这是

DNA与核蛋白的正常联系或其代谢的结果，对维持

细胞的正常生理活动具有重要作用，当有外来物理、

化学因素作用时，则可诱导出过量的DPC，甲醛是醛

类化合物中最简单的小分子，其毒性效应的一个重要

方面是源于它的羰基亲电性和较小的空间位阻，使其

易于与核酸和蛋白质发生交联。在体内或体外甲醛

先与蛋白质或核酸上自由的氨基反应生成不稳定的

羟甲基加合物，然后再迸一步与核酸或蛋白质反应形

成稳定的交物，甲醛主要引起DNA和组蛋白的交联，

该过程是甲醛先快速和组蛋白反应，然后再和DNA

环的氨基结合形成DPC，主要涉及组蛋白赖氨酸的s

一氨基和A／G碱基的环外氨基其主要结构为：his—

tone—NH—CH，一NH—DNA。另外，甲醛也可损害

生物体抗氧化系统并可作为抗氧化酶的抑制剂，间接

导致DPC的增加。例如，甲醛可以引起还原性GSH

的耗竭，抑制谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶

等抗氧化酶的活性，使羟自由基和氧自由基清除不

力，导致DPC含量的增加。

本实验以大鼠肝细胞为实验材料，是因为肝脏是

大鼠的主要解毒器官，本研究以KCI—SDS沉淀法检

测染毒后肝脏的DPC系数，结果表明：低浓度的气态

甲醛(0．5 mg／m3)不能引起DNA一蛋白质的交联，较

高浓度的甲醛(1．0ms／m3，3．0mg／m3，P<0．01)可以

产生明显的DNA一蛋白质交联作用；体外实验结果

表明：经低浓度液态甲醛(12．5p．mol／L)处理后，大鼠

肝细胞内的DPC系数虽然稍有变化，但是与空白对

照组相比较无显著差异，而当甲醛浓度上升至

25斗molfL及以上时，细胞中的DPC系数出现了极显

著上升。DPC的检测方法是在分子水平上检测甲醛

对遗传物质的损伤作用，将甲醛对动物的毒性研究深

入到分子水平，并进一步探讨其分子机制有着重要的

意义。本实验结果表明甲醛大鼠肝脏遗传物质造成

了较严重的损伤。
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